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Ne der I ands e s amenvat ting
Antibiotica zijn stoffen met een anta-
gonistische werking op de groei van micro-
organismen. Een van de bekendste antibio-
tica is penicilline G dat in 1929 ontdekt
werd door Alexander Fleming. Penicilline
G is een p-lactam antibioticum en wordt
geproduceerd door de schimmel Penicilli-
um chrysogenum. De B-lactam antibiotica
worden gekenmerkt door het feit dat ze al-
lemaal een chemisch reactieve p-lactam
ring hebben die de basis is van de anti-
microbiële werking. Behalve de p-lactam
ring, hebben p-lactam antibiotica ook een
variabel deel dat bepalend is voor de speci-
ficiteit van het antibioticum (Figuur 1).
Door veelvuldig gebruik van penicil-
l ine G hebben veel micro-organismen re-
sistentie opgebouwd tegen dit antibioticum.
Bovendien is penicilline G chemisch insta-
biel en daarom minder geschikt voor orale
toediening. Er is daarom behoefte aan
nieuwe B-lactam antibiotica met een breder
werkingsspectrum en verbeterde pharma-
cokinetische eigenschappen. Nieuwe Íl-
lactam antibiotica kunnen gemaakt worden
door synthetische zijketens te koppelen aan
p-lactam kernen die verkregen worden door
penicilline G te splitsen (Figuur 2). Deze
zogenaamde semi-synthetische p-lactam
antibiotica kunnen chemisch gemaakt wor-
den. Dit is echter een proces waarbij orga-
nische oplosmiddelen gebruikt worden en
waarbij de reacties vaak bij zeer lage tem-
peraturen uitgevoerd moeten worden om
een zo hoog mogelijke opbrengst te ver-
krijgen. Bovendien moeten verschillende
functionele groepen tijdens het proces be-
schermd en ontschermd worden wat ten
koste gaat van de efficiëntie. Enzymatisch
gekatalyseerde reacties kunnen een goed
alternatief vormen voor de chemische reac-
ties. Deze reacties verlopen in het algemeen
bij kamertemperatuur en onder pH-neutrale
omstandigheden en zijn dus vaak goedko-
per en beter voor het milieu. Enzymen zijn
bovendien erg selectief waardoor bescher-
ming van chemische groepen niet meer no-
d ig is .
Penicil l ine acylase is één van de be-
langrijkste enzymen voor de productie van
semi-synthetische p-lactarn antibiotica. I let
enzym wordt toegepast in de prodr-rc1ie van
6-aminopenicil laanzuur (6-APZ) waarbii
het de hydrolyse van penicil l ine G katall,-
seert. Penicil l ine acylase kan echter ook
gebruikt worden om de condensatiereactic
te katalyseren, waarbij c'le B-lactam keln
gekoppeld wordt aan een synthetische zij-
keten. De eigenschappen van penicil l ine
acylase en de toepassing van dit enzl'm in
de synthese van B-lactam antibiotica lvor-
den beschreven in dit proefschrift.
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Figuur 1.  Structuur  van Penic i l l ine G.  De kern
bevat de reactieve B-lactam ring, die
verantwoordeli jk is voor de antimicrobièle
werking van het antibioticum. De zijketen
fenylaz i jnzuur  in  penic i l l ine G,  is  bepalend voor
de specificiteit van het antibioticum.
3-D slrucÍuur en katalytisch mechuni.rme
Penicil l ine acylase van Escherichiu
coll is een heterodimeer eiwit dat bestaat uit
een kleine o-subunit varr 23 kDa en een
grote B-subunit van 63 kDa. Ilet eirvit
wordt geproduceerd als een prc-pro-enzynr
dat naast de c- en B-subunit, bcstaat uit cen
signaalsequentie die zorgt vool'export naar
het periplasma en een spacer peptide dic de
cr- en B-subunit van elkaar scheidt. 
' fr jdens
transpoÍ over de membraan worden de sig-
naalsequentie n het spacer peptide verwij-
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De 3-D-structuur van het enzym werd
in 1995 opgelost en heeft inztcht verschaft
in het werkingsmechanisme van penicilline
acylase. Het blijkt dat het actieve centrum
zich bevindt in een holte die gevormd
wordt door een typische opBcr, structuur
van a-helices en p-sheets. Het aminozuur
dat in de reactie de belangri-jkste rol speelt
is een nucleofiele serine, die zich bevindt
op de N-terminale positie van de p-subunit.
Een crBpa structuur met een nucleofiele
serine, cysteine of threonine op de N-
terminale positie van één van de subunits,
is een kenmerk van de familie van Ntn Qrl-
terminale-nucleofiel) hydrolases. Deze Ntn-
hydrolases komen in veel organismen voor,
katalyseren allerlei verschillende reacties
en vertonen geen onderlinge sequentieho-
molosie. Ondanks deze verscheidenheid in
functie en aminozuurvolgorde hebben al
deze enzymen een actief centrum met de-
zelfde structuur. De structuur van penicilli-
ne acylase gecomplexeerd met fenylazijn-
zuur laat zien dat de bindingsplaats voor de
acylgroep van het substraat gelokaliseerd is
in een hydrofobe holte. Deze wordt ge-
vormd door de zijketens van verschillende
aminozuren, o.a. aMet742, crPhe146,
BPhe24, BVal56 en pIleITT (in deze notatie
slaat de u of B op de keten waarin het ami-
nozuur zich bevindt en geeft het nummer de
positie van het aminozuur in de keten aan).
Deze aminozuren hebben Van der Waals
interacties met de hydrofobe zijketen van
penicilline G. De carboxylaatgroep van fe-
nylazijnzuur wordt gebonden door interac-
ties met de aminozuren die de oxyanion-
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Figuur 2. Productie van semi-synthetische B-lactam antibiotica. De synthetische zijketens met een van
fenylazijnzuur afgeleide structuur (bijvoorbeeld fenylglycine en para-hydroxyfenylglycine) worden ge-
woonli jk gesynthetiseerd uitbenzaldehyde (v). De 6-APZ kern (tt) wordt verkregen door hydrolyse van
penicil l ine G (t). De cefalosporine k rnT-ACZ (vrt) wordtverkregen uit cefalosporine C (vr). Penicil l ine
G en cefalosporine C worden in grote hoeveelheden geproduceerd in fermentatieprocessen waarbrj
respectievelijk Penicillium chrysogenum en Cephalosporium acremonlum gebruikt worden. 6-APZ en 7-
ACZ kunnen hierna nog verder gederivatiseerd worden tot 7-ADCZ (ttt) en 7-ACCZ (rx) of 7-ADAZ (x).
Koppeling van de synthetische zijketens met de B-lactam kernen leidt uiteindeli jk tot de vorming van








N c dcrl andse same nva t t i ng
vaten van fenylaz;4nzlirtr binden ook in de-
ze bindingsplaats, maar in het algemeen
binden deze l0 tot 100 keer slechter dan
fenylazijnzuur. Penicilline G, waarbij een
6-APZ eenheid gekoppeld is aan fenyla-
zljnzuur, is een van de beste substraten
voor penicilline acylase. Toch is het enzym
ook in staat om substraten te hydrolyseren
met groepen die van 6-APZ verschillen.
Het enzym is dus niet erg selectief voor de
zgn. leaving group van het substraat. Dit
komt waarschijnlijk doordat de 6-APZ bin-
dingsplaats erg aan het oppervlak van het
enzym ligt en er dus maar weinig aminozu-
ren zijn die een direcle interactie aangaan
met dit deel van het substraat.
De door penicilline acylase gekataly-
seerde hydrolyse en synthese van antibioti-
ca verioopt via een zogeheten acyl-enzym
intermediair. Dit intermediair wordt ge-
vormd door een aanval van de nucleofiele
serine op de carbonyi koolstof van de te
splitsen binding van een acyldonor. Dit
leidt tot de vorming van een tetraedrisch
intermediair dat gestabiliseerd wordt door
twee groepen in het enzym, BAsn241 en
BAla69. Via dit tetraedrisch intermediair
wordt het acyl-enzym gevormd waarbij het
substraat via een esterbinding covalent ge-
bonden is aan de serine pSerl. Dit acyl-
enzym kan weer door een nucleofiel gedea-
cyleerd worden waarbij het koppelingspro-
duct ontstaat en het vrije enzym terugvcr-
kregen wordt. Als een p-lactam nucleofiel
de deacylerende nucleofiel is wordt een
semi-synthetisch antibioticum gevormd,
maar als water de deacylering uitvoert,
wordt het carbonzuur van de acyldonor
verkregen (Figuur 3).
De opbrengst van het gewenste anti-
bioticum die wordt verkregen met een en-
zym gekatalyseerde synthesereactie w.ordt
beïnvloed door twee factoren. Het feit dat
water kan reageren als nucleofiel in de dea-
cyleringsreactie, leidt er toe dat een signifi-
cante hoeveelheid van de acyldonor recht-
streeks wordt omgezet in het carbonzuur in
plaats van in het gewenste antibioticum.
Bovendien kan het gevormde antibioticum
ook als substraat dienen. wat betekent dat
bij lage acyldonorconcentraties het antibio-
ticum wordt omgezet naar de B-lactam kern
en het corresponderende carbonzuur.
In dit proefschrift wordt beschreven
hoe met plaatsgerichte r.nutagenese in com-
binatie met studies van de kinetische en
structurele eigenschappen van de mutanten.
inzicht is verkregen in de rol die verschil-
lende aminozuren in het enzym spelen brj
de katalyse. Verder wordt beschreven hoe
deze kennis is gebruikt om het enzym te
verbeteren en beter geschikt te maken voor
biokatalytische toepassing in de synthese
van semi-synthetische B-lactanr antibiotica.
Kinelische eigenschuppen van ;tcnicillíne
acyla,se
ln llooJilstuk 2 en l{oofdstuk 3 van dit
proefschrift wordt de kinetiek van het wild-
type enzym beschreven. Met stopped-florv-
absorptie metingen is gekeken naar de
snelheid van de acyleringsreactie n de de-
acyleringsreactie. Hicruit blijkt dat de acy-
lering van het enzym door een acyldonor
veel trager verloopt dan dc deacyleling van
het gevorn.rde acyl-er.rzym. Dit betekent dat
de activiteit van het enzyrn, de hu,, bepaald
wordt door de snelheid van acylering. lJet
feit dat de acylering veel langzamer is dan
de deacylering betekent dat de individucle
reactieconstanten van de deacyleringsreac-
tie niet gemeten kunnen worden. Om
nauwkeurige metingen te doen aan de dea-
cyleringsreactie moet gebruik worder.r gc-
maakt van zogenaamde nucleofiel compe-
titie experimenten. Daarbij wordt gekeken
naar de V,lV6 raÍio de initiële snclheden
van vorming van l.ret aminolvse product
(het antibioticum) vs. de snelheid van vor'-
ming van het hydrolyse product (het car-
bonzuur). Deze Vr/V1, ratio zegÍ iets over de
competit ie tussen de verschil lcnde nucleo-
Ílelen voor het acyl-enzym en de rrecha-
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De steady-state kinetische parameters
van penicilline acylase zijn voor een aantal
substraten lastig te bepalen vanwege de
zeer lage substraatconcentraties die geme-
ten moeten worden en de productinhibitie
door fenylazljnzuur en 6-APZ. Daarom
werd een methode ontwikkeld die gebruik
maakt van chromogene referentiesubstra-
ten, waarvan de kinetische parameters goed
te bepalen zijn. Uit het effect van een sub-
straat op de omzetting van een chromogeen
referentiesubstraat, kunnen de kinetische
parameters van het tweede substraat bere-
kend worden. Op deze manier kunnen de
kcat en Km voor penicillines, cefalosporines
en de relevante acyldonoren bepaald wor-
den (Hooftlstuk 3).
De data uit HooJdstuk 2 en Hoofdstuk
3 geven een goede beschrijving van het ki-
netische mechanisme van het enzym en de
bijbehorende kinetische parameters die re-
levant zijn voor de hydrolyse en synthese
van antibiotica.Deze beschrijving dient als
basis voor de bestudering van de eigen-
schappen van de mutante enzymen.
Aminozuren in de bindingsplaats voor de p-
lactam kern
ln HooJdstuk 4 wordt beschreven hoe
penicilline G in het actieve centrum van het
enzym bindt. Hiervoor werd gebruik ge-
maakt van een inactieve pAsn24lAla mu-
tant. Deze mutant kan de overgangstoe-
stand van de reactie niet stabiliseren waar-
door er geen hydrolyse plaatsvindt, maar is
nog wel in staat het substraat e binden. Het
blijkt dat de binding van het substraat een
conformationele verandering in het eiwit
induceert. Als gevolg van deze structurele
verandering verschuiven de crArgl45 en
oPhe146 en pPhe7l van positie en wordt
de substraatbindingsplaats groter gemaakt
waardoor het substraat makkelijrer kan
binden. In de uiteindelijke structuur wordt
de p-lactam kern gebonden door hydrofobe
interacties met crPhel46 en 0Phe71 en door
een waterstofbrug met oArg145.
De rvaterstofbrug tussen penicilline G
en oArgl45 wordt gevormd tussen de car-
boxylaatgroep van het substraat en de posi-
tief geladen zijketen van crArg145. Deze
binding loopt via twee watermoleculen die
o
CP PAsnz+t-APP, /\ l l  ^  : ' H - N
nj\ruf "' .,.i3 'pAr"os
r  ' H  9 "  )
\on--r + *-]ff"-*, +
í o-n /'o\-;'H-
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Figuur 3. Katalyt isch mechanisme van penici l l ine acylase. De reactie verloopt via een acyl-enzym dat
gedeacyleerd kan worden door H2O (weergegeven in de figuur) of door een B-lactam kern. In het laat-
ste geval wordt een semi-synthetisch B-lactam antibioticum verkregen.
t3 '7
N edc rl a ndse sume nva t t i nE;
de waterstofbruggen vormen over een af-
stand van 8 Á. Vervanging van deze argini-
ne door een leucine, een cysteine of een
lysine leidde in alle gevallen tot enzymen
met een lagere specificiteit (k""tiKr) dan het
wild-type enzym voor de hydrolyse van
verschillende substraten. Het bleek echter
dat voor B-lactam substraten een verhoging
van de K, werd gevonden terwijl voor niet
p-lactam substraten vooral een verlaging
van È.o1 gemeten werd. Analyse van de
mutanten in nucleofiei competitie studies
gaï aan dat alle mutanten eenhogere V'lVy
ratio hadden dan het wild-type enzym voor
de synthese van zowel ampicilline als peni-
cilline. Dit betekent dat de interactie van
crArg145 met de B-lactam kern er voor
zorgt dat deze weliswaar beter aan het en-
zym gebonden wordt, maar dat tegelijker-
tijd de reactiviteit van het enzym-substraat
complex afneemt. In de mutanten is deze
binding minder sterk en is dus het verschil
tussen de energieën van het eflzym-
substraat complex en de overgangstoestand
in de reactie kleiner. waardoor de reactie
met B-lactam substraten relatief sneller kan
verlopen dan in het wild-type (Hoofdstuk
J) .
De B-lactam kern wordt verder ge-
bonden door hydrofobe interacties met twee
fenylalanines, BPheTlen crPhe146. De
analyse van mutanten op positie BPheTl,
die niet in dit proefschrift beschreven is,
liet zien dat ook dit aminozuur erg belang-
rijk is voor de VrlVy ratio. In tegenstelling
tot mutanten van aArg145 leidde mutage-
nese van BF71 in alle gevallen tot mutanten
met een lagere VrlVnratio.
De fenylalanine op positie cr146 ver-
vult drie functies en is daarom een zeer be-
langrijk aminozuur in het actieve centrum
van penicil l ine acylase. Behalve bij biqding
van de B-lactam kern is oPhel46 ook be-
trokken bij binding van de acylgroep var.r
het substraat. Bovendien fungeert dit ami-
nozuur als een klep die de hydrofobe bin-
dingsplaats scheidt van de oplossing en
heeft dus ook een structurele ro1. Mutanten
op deze positie gaven zowel onderling als
ten opzichte van het wild-type grote ver-
schillen te zien in V,lVn ratio en in bin-
dingsconstanten voor fenylazijnzuur, wa1
aangeeft dat cPhe146 inderdaad een be-
langrijke rol speelt in binding van het sub-
straat en katalyse (HooJdstuk 4 en Hoo/d-
stuk 6).
Aminonren in cle bindingsplacrts t,oor de
acylgroep
In Hoofdstuk 6 en Hoofdstuk 7 wordt
in detail gekeken naar de drie Íènylalanines
die een rol spelen bij binding van Íènyla-
zijnzuur: crPhe146, BPhe24 en BPhe57. De
BPhe5TAla en BPhe5TLeLr mutant ver-
schil len weinig van het wild-type enzym
voor wat betreft de activiteit en aÍïlniteit
voor fenylazi-jnzuur. Vervanging van de
fenylalanine door Tyr en Trp die een grote-
re zijketen hebben, leidde tot verlies van
activiteit en een verlaagde affiniteit voor
fenylazijnzuur. Alle BPhe57 mutanten had-
den echter een V,lVr, ratio die bi. ina geli. lk
was aan die van het wild-type. Dit sugge-
reerl dat BPhe57 wel betrokken is bij bin-
ding van het substraat maar weinig ir.rvloed
heeft op de competitie van de nucleoÍielen
voor het acyl-enzym.
Mutagenese van oPhel46 leidde tot
mutanten met uiteenlopende eigenschap-
pen. De mutanten crPhe l46l-er.r en
crPhel46Ala hadden een 6 keer hogcre
VrlVr,ratio, maar waren nauwelijks actiel 'en
hadden een hoge K,,, voor alle geteste sub-
straten. De aPhel46Tyr er.r crPhel46Trp
mutanten hadden K,,, cn k""1 waardes dic
voor sommige substraten vergcli jkbaal wa-
ren met die van het wild-type. Dc l ' ,/[ i , ra-
tio van deze mutanten was echter --'30 keer
lager dan die van het ivi ld-type. Dit rviisl
erop dat een aromatische zi jkcten op positie
cr146 belangrijk is voor substraatbinding en
omzetting, maar dat een l<leiner aminozuur
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De meest interessante mutant die uit
deze studie fiaar voren kwam was
BPhe24Ala. Deze mutant had een 3 keer
hogere V,l Vr, ralio en een activiteit voor es-
ters die vergelijkbaar was met die van het
wild-type. Bovendien werd deze mutant
nauwelijks geremd door fenylazijnzuur,
terwijl de affiniteit voor synthetische acyl-
donoren gelijk of hoger was dan die van het
wild-type enzym. Met deze mutant kon een
hoge opbrengst gehaald worden in synthese
van ampicilline, cefalexine, amoxycilline
en cefadroxil.
De structuren van de BPhe24Ala
mutant lieten zien dat de affiniteit van de
mutant voor fenylazijnzuur en synthetische
acyldonoren gerelateerd was aan twee con-
formaties van het enzym (Hoofdstuk f . Als
fenylazijnzuur bindt staat het enzym in een
open conformatie, waarbij de zijketens van
aArg145 en crPhe146 wegdraaien van het
actieve centrum. In deze open conformatie
zijn de hydrofobe en polaire bindingsinter-
acties tussen het enzym en het substraat
verstoord, wat leidt tot een zwakke binding
van fenylazijnzuur. Wanneer een substraat
met een substituent op de Ccr positie van
fenylazijnzuur bindt, schakelt het enzym
van de open naar een gesloten conformatie,
waarin het actieve centrum afgesloten is
van het omringende water. Het substraat
bevindt zich dan weer op de goede positie
in de bindingsplaats, vergelijkbaar met de
positie van het substraat in het wild{ype
enzym. Deze kristallografische studies ge-
ven aan dat er een duidelijk verband is tus-
sen de kinetische parameters en de confor-
maties van het enzym.
Aminozuren in de oxyanionholre
De oxyanionholte is nodig om de
overgangstoestand van de reactie te stabili-
seren waardoor katalyse van de hydrolyse-
reactie kan plaatsvinden. In deze over-
gangstoestand wordt een negatief geladen
zuurstofatoom gevormd dat gestabiliseerd
wordt door waterstofbruggen met de zijke-
ten van BAsn241 en het stikstofatoom van
9,\1a69 in de hoofdketen. Mutatie van
BAsn24l leidde tot verlies van hydrolyse-
activiteit, waardoor deze mutant gebruikt
kon worden in kristallisatie-experimenten
waarbij kristallen met het substraat penicil-
Iine G gedrenkt werden (Hoofdstuk 4). De
pAsn24lAla mutant had echter nog wel
restactiviteit, hetgeen verklaard kan worden
door de stabiliserende interactie van de
overgebleven pAla69:N.
De zijketen van BA19263 bevindt
zich vlakbij de oxyanionholte. De zijketen
heeft geen directe interactie met het sub-
straat maar is belangrijk voor de positione-
ring van BAsn241. Bovendien verhoogt de
positieve lading van dit aminozuur de pola-
riteit van de oxyanionholte, wat leidt tot
een betere stabilisatie van de negatief gela-
den overgangstoestand (Hoofdstuk 5).
De pAsn24lAla en BA19263Leu
mutanten, die beide inactief waren, kwa-
men ook slecht tot expressie. Dit bleek uit
de aanwezigheid van grote hoeveelheden
precursor eiwit in periplasmatische extrac-
ten van deze mutanten. Dit suggereert dat
een intacte oxyanionholte noodzakelijk is
voor efficiënte processing van het precursor
eiwit, in overeenstemming met een auto-
kalalytisch mechanisme voor processing.
Conclusie
De gecombineerde aanpak van
plaatsgerichte mutagenese en studie van de
mutanten m. b.v. kinetische en kristallogra-
fische methoden heeft geleid tot een ver-
groting van de kennis van het werkingsme-
chanisme van penicilline acylase. Op basis
van deze inzichten zijn mutanten gemaakt
met betere biokatalytische eigenschappen.
Verdere verbetering van penicilline acylase
kan bereikt worden door deze mutanten te
gebruiken in een volgende ronde van
plaatsgerichte mutagenese. Ook technieken
zoals random mutagenese en screening van
mutanten op verbeterde eigenschappen
kunnen hierbij toegepast worden.
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